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論文内容の要旨
N -acety l-histidine (Ac -His ) を重水中、緩和な条件下で、塩基触媒による重水素交換反応
について検討した。その結果、イミダゾール核C-2 位でのみ撰択的に重水素交換反応が起り、各々
の pD で擬一次反応で、そのみかけの反応速度定数 kψ と pD との相関曲線は、 N-l でのプロトンの
酸塩基滴定曲線と似ていることがわかった。その反応機構は、 Vaughan らのイミダゾールのC-2
位での重水素交換反応機構と同一で、あり、 kcp-pD 曲線の中点からAc-Hisのヒスチジン残基のpKa'
値が求められることが分かった。又、トリペプチド Gly-His-Ala についても重水素交換反応を行
なったところ、副反応を起さず Ac-His と同様の機構で重水素交換が起ることが明らかとなった。
次に、重水の代りにトリチウム水を用い、トリチウム交換反応によって Ac-His および Gly-His­
Ala のヒスチジン残基の pKa' 値を測定したところ、前者では7.2、後者では6.9 と求まり、従来法で
求めた pKa' 値とよく一致した。タンパク質中のヒスキジン残基の pKa' 値の測定に応用するため、
モデルタンパク質として、たゾ一個のヒスチジン残基を有するリゾチームを用いて、末変性の場合、
pKa' 値は 5.2 と求められ、従来法で求められている pKa' 値とはゾ同じであった。さらに、グアニ
ジン塩酸によって変性させた場合、 pKa' 値は7.0と求まり、タンパク質の高次構造の変化に伴う pKa'
値の変化も観測できることが明らかとなった。次に、タンパク質中に 4 個のヒスチジン残基を含む
RNaseA を用いて、それぞれのヒスチジン残基の pKa' 値の測定をトリチウム交換反応によって行な
った。その結果、ヒスチジン -12、ヒスチジン -48、ヒスチジン -105、およびヒスチジン-119のpKa'
値はそれぞれ、 5.8 、 6.0 、 6 .4および 5.6 と求められ、 N.M.R. 法で求められているそれぞれのヒスチ
ジン残基の pKa' 値とはゾ一致した。以上の結果、 N.M.R. 法のみでは、各ヒスチジン残基C-2 位
のプロトンシグナルの同定は不可能で、あるが、トリチウム交換法では、一次構造が分かつてさえすれ
ば、それぞれのヒスチジン残基の pKa' 値の測定が可能となった。
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論文の審査結果の要旨
タンパク質中のヒスチジン残基の解離定数( pKaノ)はそのタンパク質の立体構造中で占める位置
によって大きく変化する。しかもヒスチジン残基は酵素の活性部位に存在する場合が多いので、その
pKa/ を知って逆に酵素反応機構の解明に重要な知見を与えると考えられる。
現在タンパク質中のヒスチジン残基の pKa/ 値を測定する唯一の方法はNMR 法であるが、この方
法によって測定しえた pKa/ 値はタンパク質中のどの位置のヒスチジン残基のものか同定することは
極めて困難で、ある。
タンパク質をT20 とインキュベー卜すると、ヒスチジン残基にトリチウムが選択的に取り込まれる
ことを見出しその機構を追求した。大江君はまづアセチルヒスジン (Ac -His) を種々な pH 値のD20
中でインキュベートし、取り込まれた重水素をNMR 法によってしらべたところ、ヒスチジン残基の
イミダゾール核c- 2 位に選択的に取り込まれ、その取り込みの擬一次反応速度を pD に対してプロ
ットするとシグモイド曲線となり、その中点は Ac-His のpKa/ に一致することを明らかにし、引続
き Gly-Hi s -Ala についてもヒスチジン残基の pKa〆が求まることを明らかにした。
そこで測定を簡略化するために、 D20 を T20 にかえ、 Ac-His および Gly-His-Ala について
D20 の場合と同様に取り込まれたトリチウムを液体シンチレーションカウンターで測定してそれぞれ
の pKa/ を求めたところ、 D20 で求めた pKa/ とほゾ同ーの値をうることを明らかにした。次にヒス
チジン残基 11[li]含有するリゾチームを種々な pH 値のトリチウム水とインキュベートして pKa' 値を
求めたところ、 pH 5.2 と求まり、この値は NMR 法で求めた値と一致し、さらに変性リゾチーム中の
ヒスチジン残基の pKa/ 11直は pH 7.0であることを明らかにした。
ついでヒスチジン残基 4 個含有する勝臓リボヌクレアーゼにこの方法を適用した。即ちリボヌクレ
アーゼを種々な pH 値の T20 と 36.50C 、 38時間インキュべート後タンパク質をとり出し、トリプシンお
よびキモトリプシンでそれぞれ 2 時間消化し、消化物中のペプチドを 2 次元のペプチッドマップを作
って分離、ヒスチジン含有ペフ。チドをマップから抽出、加水分解後ヒスチジンおよび構成アミノ酸の
分析と放射活性の測定を行なった後、個々のペプチドについてトリチウムの取り込み反応速度を pH
に対してプロットして、それぞれのヒスチジン残基の pKa/ を測定した。その結果、 リボヌクレア
ーゼの His-12 、 His -49 , His -105 および His -119 の pKa/1直はそれぞれ pH 5.8 、 6.0 、 6.4
および 5.6 と求められた。これらの値は化学的手段の助けを借りて NMR法で求められたそれぞれの
ヒスチジン pKa' と一致した。
以上の大江君の研究は、タンパク質をT20 中種々な pH でインキュベートし、含有ヒスチジン残基
を選択的にトリチウム化することによってそれぞれの pKa/ 値を求めうることを明らかにしたもので、
NMR 法では同定困難な個々のヒスチジン残基の位置も含めて pKa/ 値を測定しうる全く新らしい方
法を開発したものといえる。よって同君の研究は理学博士の学位論文として十分価値あるものと判定
した。
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